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たトラフグ 4 個体およびマフグ 4 個体、形態学的特徴からトラフグとマフグ間で自然交配したともの推定さ
れた交雑個体 4 個体を用いた。まず、すべての試料の筋肉から全 DNA を常法により抽出した。つぎに、mtDNA
を鋳型として 16S rRNA およびチトクローム b の各部分領域を PCR 増幅したのち、既存のデータベースと比
較して母系種の判別を行った。 
 つぎに、トラフグおよびマフグにおいて種特異的な MS マーカーを探索することを目的に、両親種が既知
である人工交雑種およびトラマの両親を対象に、計 11 個の MS 領域を標的として PCR を行い、トラフグお
よびマフグの 2 種を明確に区別しうる MS の選抜を行った。その後、判別に適用可能な MS マーカーにおけ
る PCR 条件の最適化の検討および PCR 産物の塩基配列解析に基づく MS の反復回数を決定したのち、最終
的にトラフグ 26 個体およびマフグ 20 個体を用いて、再現性の検証を行った。さらに、自然交雑種を用いて
本 MS マーカーの有効性を検証した。 
 
【結果および考察】mtDNA 解析の結果、16S rRNA およびチトクローム b 部分塩基配列を用いることで、今
回対象としたすべての試料の母系フグ種を同定することが可能であった。一方、トラフグおよびマフグを明
確に差別化できる MS マーカーの探索結果から、11 個の MS 領域のうち、GAAAG の 5 塩基の反復配列で構
成された 1 個の MS 領域が MS マーカーとして有効であることを明らかにした。この MS 領域は、人工交雑
種すべてにおいて、トラフグ由来の 194～209 bp（反復回数 20-23 回）およびマフグ由来の 125～145 bp（反
復回数 5-9 回）の PCR 産物が得られ、保存性が高く普遍的であることが確認された。また、トラフグでは 26
個体中 20 個体、マフグでは 20 個体中 14 個体で上述した分子量の PCR 産物が得られた。自然交雑種 4 個体
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かす主な要因の一つとして、食中毒が挙げられる。厚生労働省によると、平成 17 年から 26
年の 10 年間で、食中毒の発生件数は 12,065 件、患者数は 258,518 人、死者数は 49 人におよ
ぶ 1)。食中毒の原因物質としては、細菌、ウイルス、化学物質、自然毒などが挙げられる。
平成 17 年から 26 年の 10 年間で、フグを原因とした自然毒食中毒発生数は 260 件、患者数
は 359 人であり、死者数は 11 人である。フグを原因とした自然毒食中毒の食中毒全体に対




の 1 年間におけるフグの漁獲量は 4,841 t であることから極めて価値の高い水産物でもある 2)。 
フグによる食中毒の原因物質は、フグ体内に蓄積されているテトロドトキシンン











22 年法律第 233 号）第 6 条第 2 号のただし書き規定に該当し、販売されている。同法第 6 条
第 2 号ただし書きとして、「人の健康を損なうおそれがない場合として厚生労働大臣が定め
る場合においては、この限りでない」と定められている。厚生労働大臣が定める場合として、
同法施行規則（昭和 23 年厚生省令第 23 号）第 1 条第 1 号では、「有毒な又は有害な物質で
あっても、自然に食品又は添加物に含まれ又は附着しているものであって、その程度又は処
理により一般に人の健康を損なうおそれがないと認められる場合」と規定されている。さら




および ii）。しかしながら、毎年フグによる食中毒が発生している。平成 27 年 12 月 1 日に発
表された食中毒発生事例（速報）によると、平成 27 年 1 月から 12 月 1 日までに報告された






































盤となる DNA 鑑定は、法医学領域にて始まり、PCR（Polymerase chain reaction）法が開発さ
れた後、めざましく発展した 16)。現在は、植物分野や動物分野にも波及しており、イネ、コ
ムギ、インゲンマメ、アズキ、イチゴ、オウトウ、イグサの品種識別 17)、ウシ、ブタ、トリ






ては、これまでにも、ミトコンドリア DNA（mitochondrial DNA, 以下 mtDNA と示す）配列
に基づく種判別法が研究されてきた。mtDNA とは、核 DNA とは別に細胞質内のミトコンド
リアと呼ばれる小器官に存在し、母系遺伝であることから相同組換えが起こらない DNA で
ある。mtDNA のシトクローム b（cytochrome b, 以下 cyt b と示す）部分領域を標的とした PCR-
制限酵素断片長多型（PCR restriction fragment length polymorphism, 以下 PFLP と示す）分析
により、8 種のフグを判別する方法が報告された 23)。また、mtDNA の 16S リボソーム RNA 
（16S ribosome RNA, 以下 16S rRNA と示す）部分領域を標的とした PFLP 分析により、9 種
のフグを判別する方法が報告された 24)が、対象種は多くはない。Ishizaki らはさらに、16S 
rRNA 領域の塩基配列を直接比較することにより種を判別する方法を提案し 24)、平成 20 年 4
月 25 日付け食安輸発第 0425005 号通知により、「遺伝子解析法に基づいたフグ加工品の鑑別
検査法」として示され、検疫所において採用されている 25)。この 16S rRNA 領域の塩基配列
を直接比較することにより種を判別する方法は、母系遺伝である mtDNA を標的としている
ため、単一系統の種判別および交雑種の母系種判別は可能であるが、交雑種の父系種は判別
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クサフグ ○ - -
コモンフグ ○ - -
ヒガンフグ ○ - -
ショウサイフグ ○ - ○
マフグ ○ - ○
メフグ ○ - ○
アカメフグ ○ - ○
トラフグ ○ ○ ○
カラス ○ ○ ○
シマフグ ○ ○ ○
ゴマフグ ○ - ○
カナフグ ○ ○ ○
シロサバフグ ○ ○ ○
クロサバフグ ○ ○ ○
ヨリトフグ ○ ○ ○
サンサイフグ ○ - -
イシガキフグ ○ ○ ○
ハリセンボン ○ ○ ○
ヒトヅラハリセンボン ○ ○ ○
ネズミフグ ○ ○ ○
















 (厚生省 環境衛生局長通知（環乳第 59 号）1)から転載） 























 (厚生省 環境衛生局長通知（環乳第 59 号）1)から転載） 



































を抽出し、16S rRNA 遺伝子部分領域を標的とした定性 PCR を行う。得られた PCR 産物につ
きダイレクトシークエンス法により塩基配列を決定し、既存のフグの塩基配列と比較するこ
とにより種を判別する。本研究においても同様に、Ishizaki ら 24)、横山 26)が決定した既存の
塩基配列と比較することにより種判別を行った。16S rRNA 部分領域の塩基配列に基づき種
判別が不可能だった試料については、シトクローム b 部分領域を増幅することができるユニ













 形態学的特徴から単一系統トラフグと判断された 4 個体、単一系統マフグと判断された 4
個体を用いた。トラフグは、本研究室において筋肉が-80℃で保存されていた熊本県産、秋田




 人工交雑種 6 個体（長崎大学から恵与）については、筋肉はエタノール中に保存されてい
たため、室温で保存した。人工交雑種 6 個体のうち 3 個体はトラマ（トラフグ（雌）×マフ
グ（雄））、残り 3 個体はマトラ（マフグ（雌）×トラフグ（雄））である。 
 人工交雑種マトラ 8 個体、人工交雑種の親であるトラフグ（D3L）およびマフグ（LD3）
は水産総合研究センターより恵与された抽出済みの DNA を用いた。 










時まで-80℃で保存した。今回用いた自然交雑種の試料名を Table 1.1 に示した。また、単一
系統のトラフグ、マフグ、長崎大学から恵与された人工交雑種および入手した自然交雑種の
形態図を Fig. 1.1 に示した。 
 
 
1-2-2 全 DNA の抽出 
 
 全 DNA 抽出には、Quick Gene DNA tissue kit S（KURABO）を用いた。まず、各フグの筋
肉を滅菌したピンセットとメスを用いて刻み、15 mg を 1.5 mL エッペンドルフチューブに採
取し、Tissue Lysis Buffer MDT 180 µLとProteinase K EDT 20 µLを加え、ボルテックスを行い、
数秒間スピンダウンした後、55℃で 1-2 時間インキュベートした。インキュベートの間、15
分間隔でボルテックスし、筋肉を完全に溶解させた。その後、20℃、1000 rpm で 3 分間遠心
分離を行い、上清を別のエッペンドルフチューブに移した。上清を移したエッペンドルフチ
ューブに、Lysis Buffer LDT 180 µL を加え、15 秒間ボルテックスし、数秒間スピンダウンし
た後、70℃で 10 分間インキュベートした。100％エタノール 240 µL を加え、15 秒間ボルテ
ックスし、数秒間スピンダウンして溶解液を得た。次に、QuickGene-810（FUJIFILM）を用
いて溶解液を精製した。精製は、キャリッジに Collection Tube および Waste Tube、Cartridge
をセットし、溶解液を Cartridge にアプライする方法で行った。最終的に、QuickGene-810 の
DNA TISSUE モードで、Wash Buffer WT による洗浄の後、Elution Buffer CDT に溶解し、DNA
試料原液とした。この DNA 試料原液を 2 µL 取り、BioSpec-nano（SHIMADZU）を用いて、
DNA 濃度および光学密度（Optical Density, 以下 O.D.と示す）260 および O.D.280 の値を測定




1-2-3 16S rRNA およびシトクローム b 増幅用プライマーを用いた PCR 増幅 
 
 プライマーセットは、mtDNA 中の 16S rRNA 部分領域を増幅することができるユニバーサ
ルプライマー27)を採用し、16Sar-L および 16Sbr-H を用いて行った。プライマー配列は Table 
1.2 に示し、mtDNA の簡易構造および PCR 増幅に用いた領域は Fig. 1.2 に示した。一方、
mtDNA 中のシトクローム b 部分領域を増幅することができるユニバーサルプライマーは、
L14317Glu および H15149 を用い 28)、同様にプライマー配列を Table 1.2、mtDNA の簡易構造
および PCR 増幅に用いた領域を Fig. 1.2 にそれぞれ示した。PCR 増幅には、TaKaRa Ex Taq
（TaKaRa）を用いた。すなわち、TaKaRa Ex Taq DNA polymerase 1.25 units、10×ExTaq buffer 5 





DNA 50 ng を滅菌水で 50 µL の反応系とした。温度条件は、98℃で 10 秒、53℃で 30 秒、72℃
で 60 秒のサイクルを 30 回行った。なお、シトクローム b の増幅においてはアニーリング温
度を 55ºC とした。PCR 反応終了後、得られた反応液 10 µL を GelGreen Nucleic Acid Gel Stain, 
10,000X in water（BIOTIUM）入り 2.0％アガロースゲル電気泳動に供した。通電は 100V で
30 分間とし、LAS-4000mini （FUJIFILM）でバンドを観察した。 
 
 
1-2-4 PCR 産物の精製 
 
 単一系統については、Agencourt AMPure XP（BECKMAN COULTER）を用いた精製を行っ
た。PCR 産物 20 µL に対し、Agencourt AMPure XP を 1.8 倍量すなわち 36 µL 添加し、10 回
ピペッティングし、室温で 20 分間インキュベートした後、SPRIPlate 96R Ring Super Magnet 
Plate（BECKMAN COULTER）に載せ、2 分間静置し DNA と試薬中の磁性ビーズを結合させ
た。上清を吸引除去し、70％エタノール 200 µL を添加し、室温で 30 秒間静置した。再度、
上清を吸引除去し、70％エタノール 200 µL を添加し、室温で 30 秒間静置し洗浄した後、4
分間風乾した。SPRIPlate 96R Ring Super Magnet Plate から外し、滅菌水 40 µL を添加し、10
回ピペッティングし、室温で 2 分間インキュベートして DNA を溶出させた後、SPRIPlate 96R 
Ring Super Magnet Plate に載せ、1 分間静置し、磁性ビーズをチューブ壁面に除去した。 
 人工交雑種については、Freeze 'N Squeeze DNA ゲル抽出スピンカラム（BIORAD）を用い
た精製を行った。すなわち、2.0％アガロースゲル電気泳動で目的位置に得られたバンドを、
剃刀で切り出し、Freeze 'N Squeeze DNA ゲル抽出スピンカラムに入れた。－20℃で 5 分間凍
結させた後、20℃、13,000 rpm で 3 分間遠心分離を行った。 
 自然交雑種については、ExoSAP-IT® For PCR Product Clean-UP（Affymetrix）を用いた精製
を行った。すなわち、PCR 産物 15 µL、ExoSAP-IT® For PCR Product Clean-UP を滅菌水で十






 精製した PCR 産物を、ラベリング反応に供した。ラベリング反応には、BigDye® Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）を用い、シーケンサーとして 4 キャピラリー
型の ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）を使用し、塩基配列を決定し
た。 
 ラベリング反応は、0.2 mL PCRチューブに、精製したPCR産物を 8 µL、プライマー0.16 µM、
BigDye TerminatorTM v3.1 Ready reaction mix を 1.0 µL、5×Sequence buffer を 3 µL を滅菌水で





60℃で 4 分のサイクルを 1 サイクルとし、25 サイクル行った。ラベリング反応後、エタノー
ル沈殿法を用いて未反応の蛍光ターミネーターを除去した。 
 エタノール沈殿法は、1.5 mL エッペンドルフチューブにラベリング反応後の PCR 産物 20 
µL に、125 mM EDTA（pH 8.0）5 µL、100％エタノール 60 µL を添加し、15 秒間以上ボルテ
ックスし、室温で 15 分間静置した。4℃、15,000 rpm で 20 分間遠心分離した。上清を除去し、
70％エタノール 60 µL を加え、4℃、15,000 rpm で 10 分間遠心分離した。再度、上清を除去
し、70％エタノール 60 µL を加え、4℃、15,000 rpm で 10 分間遠心分離した。上清を除去し、
1.5 mL エッペンドルフチューブの蓋を開けたままアルミホイルで覆い、7 分間真空乾燥を行
い、沈殿を乾燥させた。蓋を閉め、数秒間スピンダウンし、HiDi Formamide（Applid Biosystems）
15 µL を加え溶解させ、ボルテックスした後 95℃で 3 分間熱変性を行い、氷上で 2 分間冷や
し、これをシーケンスサンプルとした。このサンプルを ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer
に供し、塩基配列を決定した。データの解析には、SeqEd Version 1.0.3（Perkin Elmer）を用
いた。 
 種判別は、DNASIS pro ソフトウェア（HITACH）を用いた。試料から決定した塩基配列を、
既存のトラフグ属魚種の 16S rRNA 部分領域塩基配列データベースに BLAST 検索し、相同
性が 99．0％以上と高い値を示した魚種であり、かつ同一の相同性を示す他種がいなかった
場合に、試料の種を判別できたと判断した。既存の塩基配列は Fig. 1.3 に示した。種を判別
できなかった試料については、シトクローム b 部分領域を用いて種判別を行う必要があると









 母系種判別結果を Table 1.3 に示した。また、トラフグ、既存のトラフグ塩基配列と 1 塩基
変異を持ったトラフグ、人工交雑種の親であるトラフグ（D3L）、人工交雑種の親であるマフ
グ（LD3）、マトラ、マフグそれぞれの 16S rRNA 塩基配列を Fig. 1.5 に示した。トラフグ、
人工交雑種の親であるトラフグ、人工交雑種の親であるマフグ、マトラ、マフグそれぞれの
シトクローム b 塩基配列を Fig. 1.6 に示した。他の個体は既存の塩基配列と 100％一致してい
た（図示せず）。 
 mtDNA 解析により、単一系統と推定されたトラフグ 4 個体はトラフグ、単一系統と推定





 人工交雑種トラマ 3 個体の母系種はトラフグであり、人工交雑種マトラ 3 個体の母系種は
マフグであると判定された。これは、実際に交雑時に用いられた母親と一致しており、交雑
種においても mtDNA 解析に基づく母系種判別法の実用性が確認された。 










 一方、自然交雑種のうち、ショウサイフグ類似個体 9 個体の母系種は、5 個体はゴマフグ、
4 個体はショウサイフグであると判定された。なお、ショウサイフグ類似個体のうち、ショ
ウサイフグと 1 塩基変異を持った 1 個体（Natural hybrid No. 39）の塩基配列を Fig. 1.7 に示
した。他の個体は既存の塩基配列と 100％一致していた（図示せず）。9 個体の形態学的特徴
は、体表模様はショウサイフグに類似するが、本来ショウサイフグでは見られない黄色い尻



















個体 5 個体について、徐が報告した毒性評価 12)と照合した（徐が行ったショウサイフグ類似
個体のマウス毒性試験における試料 No. 97 は本研究における Natural hybrid No.36、No. 98 は
Natural hybrid No.37、No. 100 は Natural hybrid No.38、No. 101 は Natural hybrid No.39、No. 102
は Natural hybrid No.40 と同一個体である）。マウス毒性試験の結果、ゴマフグ（雌）×ショウ
サイフグ（雄）の 3 個体のうち 2 個体と、ショウサイフグ（雌）×不明種（雄）の 2 個体は、
10 MU/g を超える値を示す有毒個体であった。特に、ゴマフグとショウサイフグともに食用
不可である皮では、ゴマフグ（雌）×ショウサイフグ（雄）の 3 個体のうち、1 個体では 34.0 
MU、2 個体では＜5 であり、個体により有毒か無毒かは異なるものの、毒が蓄積する可能性
は否定できず、厚生労働省の通知と同様に食用可能と認めることはできない。ゴマフグ（雌）





により毒成分分析を行った結果、全組織抽出液から TTX、その類縁体である trideoxyTTX お
よび anhydroTTX が検出され、一部の個体では dideoxyTTX、deoxyTTX も検出された。いず







Table 1.1 List of natural hybrid pufferfish used for maternal species identification. 
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 hybrid pufferfish (Torama)
 hybrid pufferfish (Matora)


























































Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Torafugu and Mafugu
1) 
 















Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Shosaifugu and unknown pufferfish













 (Natural hybrid No. 
 











































































Fig. 1. 3 DNA sequences of the partial 16S rRNA gene from 13 pufferfish species. 
A dot (.) indicates identity with the 1st DNA sequence.   
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Fig. 1.3 Continued. 
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Fig. 1.4 DNA sequences of the partial cytochrome b gene from 13 pufferfish species. 
A dot (.) indicates identity with the 1st DNA sequence.   
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Fig. 1.4 Continued. 
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Table 1.3 Maternal species identification of puffer fish by sequence of 16S rRNA region and 
cytochrome b region 
Sample   16S rRNA Cytochrome b 
(Identify by morphology) Species Identity (bp) *1 Species Identity (bp)*1 
Monophylety Torafugu 1 Torafugu 571/572 
  
 
6 Torafugu 571/572 
  
 
11 Torafugu 571/572 
    17 Torafugu 571/572     











  4     Mafugu 436/436 
Torafugu D3L Torafugu 572/572 
  
Mafugu LD3     Mafugu 436/436 
Artificial hybrid Torama 9 Torafugu 572/572 
  
 
10 Torafugu 562/562 
    11 Torafugu 572/572     







































  14     Mafugu 436/436 






Table 1.3 Continued. 
Sample   16S rRNA cytochrome b 
(Identify by Morphology) Species Identity (bp) *1 Species Identity (bp) *1 













21 Torafugu 572/572 
    27 Torafugu 572/572     
 
36 Gomafugu 572/572 
  
 
37 Gomafugu 572/572 
  
 
38 Gomafugu 572/572 
  
 
39 Shosaifugu 571/572 
  
 
40 Shosaifugu 562/562 
  
 
41 Shosaifugu 510/510 
  
 
42 Shosaifugu 539/539 
  
 
43 Gomafugu 514/514 
    44 Gomafugu 540/540     




































Fig. 1.5 Comparison of DNA sequences of the partial 16S rRNA gene from 7 pufferfish. 
A dot (.) indicates identity with the 1st DNA sequence. D3L, parent of artificial hybrid: LD3, 
parent of artificial hybrid.   
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Fig. 1.6 Comparison of DNA sequences of the partial cytochrome b gene from 6 pufferfish. 
A dot (.) indicates identity with the 1st DNA sequence. D3L, parent of artificial hybrid: LD3, 
parent of artificial hybrid.  
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Fig. 1.7 Comparison of DNA sequences of the partial 16S rRNA gene from natural hybrid 
pufferfish No. 39. 
A dot (.) indicates identity with the 1st DNA sequence.  
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 第 1 章で示した mtDNA 解析により、単一系統および交雑種の母系種判別は可能であると
示されたが、父系種判別はできない。そのため、核 DNA を標的とした両親種判別法の開発
を試みた。すなわち、核 DNA のうち、母親由来の DNA と父親由来の DNA が共に検出され
る共優性マーカーである MS 領域に着目した。これは MS 遺伝子座の多型解析により、サケ
の自然交雑個体において、両親はシロザケ Oncorhynchus keta とカラフトマス Oncorhynchus 
gorbuscha であると決定された報告 29)や、メバル Sebastes inermis における父系判別を調べた
報告 30)に基づいている。Cui ら 28)、Furukawa ら 29)、Kai ら 33)、Takagi ら 34)、古川 35)はすで
に、各種 MS 遺伝子座を明らかにしており、トラフグ属の交雑種における両親種判別が可能
である MS 遺伝子座を探索するため、まず、3-5 塩基の反復配列により構成される MS であ
り、かつ種内低頻度多型を示したものを 10 個選抜した。その理由は、同一種内で個体差が
大きい高頻度多型である MS は個体識別には有用であるが、本研究の目的である種判別には
不適切であるためである。また一方で、トラフグの性決定遺伝子（Sex-determining region Y, 以
下 SRY と示す）が同定されたことを受け 36)、この遺伝子のイントロン領域に存在した 2 塩
基の MS も選抜した。これは、SRY は Y 染色体にのみ座乗することから父親由来の DNA で
あり、父系種判別に有効であるのではないかと推測したことに起因する。このように選抜し
た合計 11 個の MS 遺伝子領域を標的としたプライマーセットをそれぞれ用いて PCR 増幅を
行い、MS の多型が反映されると推測される PCR 産物の大きさを比較することにより、トラ
フグとマフグの種判別が可能である MS を選抜した。両親が既知である人工交雑種と人工交
雑種の両親魚であるトラフグおよびマフグを用いて各 MS 遺伝子座の普遍性を確認するとと
もに、形態学的特徴から単一系統であると推定され、第 1 章で mtDNA 解析により母系種が








 試料には、人工交雑種トラマ 3 個体、人工交雑種マトラ 11 個体、人工交雑種の親である







2-2-2 マイクロサテライト遺伝子座増幅用プライマーを用いた PCR 増幅 
 
 各マイクロサテライトを増幅するためのプライマーセットの配列およびアニーリング温
度は Table 2.1 に示した。PCR 増幅には、TaKaRa Ex Taq（TaKaRa）を用いた。すなわち、TaKaRa 
Ex Taq DNA polymerase 0.625 units、10×ExTaq buffer 2.5 µL、dNTPs mixture（2.5mM each）2 µL、
Forward primer 0.2 µM、Reverse primer 0.2 µM、DNA 25 ng を含む 25 µL の反応系とした。温
度条件は、94℃で 5 分間加熱した後、94℃で 30 秒、各プライマーセットに適切なアニーリ
ング温度で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 1 サイクルとし、40 サイクル行った。なお、各
プライマーセットのアニーリング温度を Table 2.1 に示した。PCR 反応終了後、得られた反応
液 10 µL を GelGreen Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in water（BIOTIUM）入り 4.0％アガロー
スゲル電気泳動に供した。通電は 100V で 30 分間とし、LAS-4000mini（FUJIFILM）でバン
ドを観察した。 
 なお、fms09F および fms09R プライマーペアを用いた PCR では、非特異的増幅が見られた
ため、その抑制を目的に、fms09F より特異性の高い fms09F-5 プライマーを新たに設計した。
また、非特異的増幅を抑制することができる Multiplex PCR Assay Kit Ver. 2（TaKaRa）を PCR
反応時に用いた。その際、PCR は、Multiplex PCR Enzyme Mix 0.05 µl、2×Multiplex PCR Buffer 
5 µl、fms09F 0.2 µM、fms09F-5 0.2 µM、fms09R 0.2 µM、DNA 10 ng を含む 10 µl の反応系





る Touchdown PCR 法 37)も採用した。温度条件は、94℃で 30 秒、58℃で 30 秒、72℃で 30 秒
のサイクルを 2 回、94℃で 30 秒、57℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 2 回行い、94℃
で 30 秒、56℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 2 回、94℃で 30 秒、55℃で 30 秒、72℃
で 30 秒のサイクルを 2 回、94℃で 30 秒、54℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 2 回、94℃
で 30 秒、94℃で 30 秒、55℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 30 回とした。  
 PCR 反応終了後、得られた反応液 10 µl を SYBR SafeTM DNA Gel Stain（Invitrogen）入








 11 種の MS を標的とした PCR 産物の電気泳動結果を Fig. 2.1- 2.22 に示す。MS 領域を標的
とした PCRを行った場合、PCR産物の分子量が異なることは、MSの反復回数が異なること、
すなわち多型があることを示している。この PCR 産物がトラフグとマフグの 2 種間で異なる
ならば、この 2 種を判別することができるマーカーと成り得ると判断した。 
 今回検討した 11 種の MS のうち、GAAAG を除く 10 種については、トラフグおよびマフグ
の間で再現性のある明瞭な差異を示さないことがわかった（Fig. 2.1-2.20）。人工交雑種にお
いて、TATC および ATAG から成る MS を標的とした PCR 増幅の結果（Fig. 2.1 および 2.3）、
ATAG における 2 個体（Fig. 2.3、レーン 9 および 10）を除き、明確なバンドが得られなかっ
たが、単一系統において、TATC および ATAG から成る MS を標的とした PCR 産物電気泳動
の結果（Fig. 2.2 および 2.4）では、バンドが得られていることから、人工交雑種ではヌルア
リルの可能性が示唆された。さらに単一系統トラフグとマフグ間で、PCR 産物の分子量が異
なる傾向は見られなかったことから、トラフグとマフグ 2 種を判別することはできないこと
が明らかになった。GAT、TAGA、AAC、AGG および AAAG から成る MS を標的とした PCR
産物電気泳動の結果（Fig. 2.5, 2.9, 2.13, 2.15 および 2.17）、人工交雑種およびその親において
ほぼ同一分子量のバンドが 1 本観察され、これら MS は保存性が高いものの、トラフグとマ
フグ 2 種を判別することはできないことが明らかになった。TGTA から成る MS を標的とし
た PCR 産物電気泳動の結果（Fig. 2.7）、人工交雑種の一部（マトラ 8 個体およびトラマ 3 個
体）では、各個体について分子量が異なる 2 本のバンドが観察されたが、人工交雑種の親の
トラフグおよびマフグの分子量とは異なること、また、人工交雑種マトラの一部（3 個体）
ではバンドが 1 本のみ観察されたことから、変異性が高く保存性が低い MS であると示唆さ
れ、トラフグとマフグ 2 種を判別することはできないことが明らかになった。GATA から成
る MS を標的とした PCR 産物電気泳動の結果（Fig. 2.11）、人工交雑種の親では各個体におい
て分子量が異なるバンドが 1 本観察されたが（Fig. 2.11, レーン 15 および 16）、人工交雑種
では両親から引き継いだ 2 本のバンドではなく、各個体 1 本のバンドのみ観察された（Fig. 
2.11, レーン 1-14）。そのため、トラフグとマフグ 2 種を判別することはできないことが明ら
かになった。GT の 2 塩基から成る MS を標的とした PCR 産物電気泳動の結果（Fig. 2.19）、
人工交雑種の親であるマフグ（Fig. 2.19, レーン 15）ではバンドがない一方で、トラフグで
はバンドが観察されたこと（Fig. 2.19, レーン 16）ものの、単一系統マフグ 4 個体ではバン
ドが観察された（Fig. 2.20, レーン 5-8）ことから、マフグ種内で変異が高いことが示唆され
た。そのため、トラフグとマフグ 2 種を判別することはできないことが明らかになった。 
  
 一方、fms09F および fms09R プライマーペアを用いて GAAAG から成る MS を標的とした
PCR 産物の分子量は人工交雑種の親（D3L）は約 200 bp 、親（LD3）は約 150 bp であった
（Fig. 2.21, レーン 15 および 16）。トラフグとマフグの人工交雑種 14 個体すべてにおいて、
トラフグ由来の DNA を鋳型として PCR 増幅したと考えられる約 200 bp と、マフグ由来の





この MS は雑種第一世代において保存性が高く普遍的であることが示唆された（Fig. 2.21）。
以上の結果から、fms09F および fms09R プライマーペアを用いて PCR 増幅された GAAAG
反復配列から成る MS 遺伝子座が両親種判別に最も有効なマーカーであると判断される。し
かしながら、約 200 bp より分子量が大きい位置に、スメア状ながらもバンドが見られること
から、非特異的増幅が起きていることが考えられた。そこで、アニーリング温度の変更と
Touchdown PCR を行い、非特異的増幅の抑制を試みたが改善されなかった（図示せず）。そ
のため、より特異性の高いプライマーの設計を試みた。fms09F の上流の塩基配列を Fugu 
Genome Project のデータベースである Fugu v. 5 assembly（Accession number CAAB02000000）
から入手し、新規フォワードプライマーfms09F-5 を Fig. 2.23 に示した位置に設計した。さら
に、上記データベースの BLAST 検索により標的領域以外の位置と相補性が高くないことを
確認した。fms09F-5 および fms09R プライマーペアを使用した PCR 条件の最適化を行い、
Multiplex PCR Assay Kit Ver. 2 （TaKaRa）を用いて、Touchdown PCR を行った結果、非特異
的増幅やスメアが抑制された（Fig. 2.24）。なお、LD3 においては、PCR 産物が約 150 bp と
約 120 bp に見られるが、これは非特異的増幅ではなく、個体内で MS 多型を持つためであっ
た。  
以上の結果から、今回用いた 11 種類の MS のうち、今後、GAAAG から成る MS を対象とし






Table 2.1 Primers used for PCR of microsatellite region 
Primers Sequence 






















































































1 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
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3 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
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5 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
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6 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
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7 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
-8, Matora: 9
8 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
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9 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
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0 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplic
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1 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
-8, Matora: 9
2 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
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3 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
-8, Matora: 9
4 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
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5 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
-8, Matora: 9
6 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
 1-4, Torafugu: 5























6R for 14 
-14, Matora: 15, D3L: 16, LD3
 cst6R for 8 pufferfish.
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artificial hybrid pufferfish and 2 pufferfish
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17 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
 1-8, Matora: 9
18 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
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19 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
-8, Matora: 9
0 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
: 1-4, Torafugu: 5
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21 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons
-8, Matora: 9
22 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons
-4, Torafugu: 5
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 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 




























 第 2 章では、トラフグとマフグの種判別に適用可能であると予想された、5 塩基の反復配














 MS 解析には、トラマ 3 個体（長崎大学から恵与）、マトラ 11 個体（水産総合研究センタ




3-2-2 PCR 産物の精製  
  
 トラマ 3 個体およびマトラ 3 個体は、fms09F と fms09R プライマーペアを用いて、TaKaRa 
Ex Taq（TaKaRa）を使用し、2-2-2 に記述した方法で増幅を行った PCR 産物を用いた（Fig. 2.6, 
レーン 9-11 および 12-14）。トラマ 8 個体、トラフグ（LD3）およびマフグ（D3L）は、fms09F-5
と fms09R プライマーペア（Table 2.1）を用いて、Multiplex PCR Assay Kit Ver. 2（TaKaRa）
を使用し、2-2-2 に記述した Touchdown PCR と同様の方法で増幅を行った PCR 産物を用いた
（Fig.2.24, レーン 1-8, 15 および 16）。 
 PCR 産物の精製は、Freeze 'N Squeeze DNA ゲル抽出スピンカラム（BIORAD）を用いた精
製を行った。すなわち、4.0％アガロースゲル電気泳動で目的位置に得られたバンドを、剃刀
で切り出し、Freeze 'N Squeeze DNA ゲル抽出スピンカラムに入れた。－20℃で 5 分間凍結さ








 精製した PCR 産物を pGEM®T Easy vector system（Promega）を用いて大腸菌 JM109 株に
形質転換させクローニングした。すなわち、0.2 mL PCR チューブに、2X Rapid Ligation Buffer 
5 µL、精製した PCR 産物 3 µL 、pGEM®-T Easy Vector 1 µL、T4 DNA Ligase 1 µL の順に添
加し、ベクターのセルフライゲーションを防ぐために静かに 1 回ピペッティングし、4℃で
一晩インキュベートした。全量を、氷上で半解凍のコンピテントセル（大腸菌 JM109 株）100 
µL に加え、静かに 5 回ピペッティングし、氷上で 20 分間静置し大腸菌を形質転換させた。
42℃で 2 分間加熱した後、氷上に 2 分間静置した。SOC 培地 900 µL を加え、1 回ピペッティ
ングした後、37℃、35 rpm で 1.5 時間振とう培養した。表面を乾燥させた LB 寒天培地に、
菌液 100 µL を播種し、37℃で 16-24 時間培養した。用いた SOC 培地および LB 培地の組成
はそれぞれ Table 3.1 および 3.2 に示した。 
 次に、コロニーPCR を行い、目的産物が挿入されたコロニーを選抜した。すなわち、白色
コロニーを滅菌した爪楊枝でピックアップし、LB 寒天培地に植菌した後、滅菌水 10 µL に
コロニーを溶解し、コロニーPCR 用菌液とした。 
 コロニーPCR 用プライマーセットは、ベクター上の T7 Promoter および Sp6 promoter を採
用し、配列は Table 3.3 に示した。PCR 増幅には、TaKaRa Ex Taq（TaKaRa）を用いた。すな
わち、TaKaRa Ex Taq DNA polymerase 10 units、10×ExTaq buffer 2 µL、dNTPs mixture（2.5mM 
each）2 µL、T7 Promoter 0.2 µM、Sp6 promoter 0.2 µM、コロニーPCR 用菌液 1µL を含む 20 µL 
の反応系とした。温度条件は、98℃で 10 秒、56℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 30 回
行った。PCR 反応終了後、得られた反応液 10 µL を GelGreen Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in 
water（BIOTIUM）入り 2.0％アガロースゲル電気泳動に供した。通電は 100V で 30 分間とし、
LAS-4000mini （FUJIFILM）でバンドを観察した。ベクターに挿入した PCR 産物の配列にベ





 PCR 産物の精製は、電気泳動の結果バンドが 2 本見えたコロニーに関しては Freeze 'N 
Squeeze DNA ゲル抽出スピンカラム（BIORAD）を用いて行った。なお、バンドが 1 本だっ
たコロニーに関しては Agencourt AMPure XP（BECKMAN COULTER）を用いて、PCR 産物
10 µL に対し Agencourt AMPure XP 18 µL を添加した以外は、1-2-4 PCR 産物の精製と同様の
方法で行った。Agencourt AMPure XP は、比較的安価であるが、1 本のバンドが明確に見られ









 精製した PCR 産物を、BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）
を用いたラベリング反応に供し、エタノール沈殿法による精製を行った後、BI PRISM® 3130 
Genetic Analyzer（Applied Biosystems）を使用し、塩基配列を決定した。ラベリング反応のプ
ライマーに T7 Promoter または Sp6 promoter を用いた。第 1 章 1-2-5 塩基配列決定と同様の









 試料の形態学的特徴、GAAAG の反復回数および MS 解析に基づく両親種判別結果と、第
1 章の mtDNA 解析による母系種判別結果を Table 3.4 に示した。さらに、両親種判別結果と
母系種判別結果を組み合わせて判定した父系種も示した。GAAAG の反復回数欄の「/」は、
TA クローニングに供した PCR 産物の差異を示しており、「分子量が小さい PCR 産物（120-150
約 bp）の MS 解析結果/分子量が大きい（約 200 bp）PCR 産物の MS 解析結果」として記載
されている。また、人工交雑種の親であるトラフグ（D3L）およびマフグ（LD3）について、
本 MS 領域の塩基配列を Fig. 3.1 に示した。MS 解析の結果、人工交雑種の親（D3L）の GAAAG
反復回数は 23 回、親（LD3）の GAAAG 反復回数は 5 回と 9 回が検出された。 
 両親が既知の人工交雑種において、トラフグ由来の DNA を鋳型とした 20-25 回の MS、マ
フグ由来の DNA を鋳型とした 5-9 回の MS が検出され、両親由来であったことから、本 MS
領域は雑種第一世代において保存されており、本 MS 解析法により両親種の MS が検出でき
ることが示された。人工交雑種 14 個体において、トラフグ由来 DNA を鋳型とした PCR 産
物は約 200 bp だが、マフグ由来の DNA を鋳型とした PCR 産物について No. 2、No. 5、No. 12
は残りの個体と比較して PCR 産物の分子量が小さかった（Fig.2.24）。これは実際にシークエ
ンスにより GAAAG の反復回数を調べたところ、5 回、6 回、5 回であり、残りの個体は 7-9
回であったことから、反復回数が少ないことに起因した。子である人工交雑種と親魚を比較
すると、反復回数が必ずしも一致はせず、2 回差がある現象も見られた。さらに、コロニー
の違いにより 21-25 回の幅があるトラマも存在した（Torama No. 1）。これは、MS が非翻訳
領域と呼ばれるタンパク質ノンコーディング領域に存在しており変異性が高いことによる
個体内での変異が原因だと考えられるが、他にも、MS を標的とした PCR 増幅の際に Taq ポ
リメラーゼが伸長反応をする段階で鋳型 DNA とずれることが推察された 38)ことから、本
MS 領域の PCR の際の伸長反応の段階でもずれが生じたことが原因である可能性もある。さ
らにファワードプライマーfms09F-5 とリバースプライマーfms09R に挟まれた MS 以外の塩




 トラフグとマフグ間の人工交雑種において、MS 解析によりトラフグは 21-23 回、マフグ







Table 3.1 SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) medium component 
Bacto tryptone 20 g 
Bacto yeast extract 5 g 
1M NaCl 10 mL 
1M KCl 2.5 mL 
2M Mg2+ stock 10 mL 
2M Glcourse 10 mL 
Sterile distilled water 1L 




Table 3.2 LB (Luria-Bertani) agar medium component  
Bacto tryptone 10 g 
Bacto yeast extract 5 g 
NaCl 5 g 
Agar 15 g 
5N NaOH 1.5 mL 
X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside ) 40 mg 
Ampicillin 50 mg 
1M IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) 100 µL 




Table 3.3 Primers used for colony PCR 
Primers Sequence 
T7 Promoter 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 









     Table 3.4 Result of MS analysis and Species identification of 16 pufferfish 
Sample   GAAAG repeat Species identified by MS 
analysis 
Maternal species Paternal species 
Torama 9 8, 9/23 
Mafugu/Torafugu Torafugu Mafugu    10 6/23 
  11 7/21, 23 
Matora 1 9/21, 25 
Mafugu/Torafugu Mafugu Torafugu 
  2 5/23 
  3 9/23 
  4 9/20 
  5 5/23 
  6 9/20 
  7 9/20 
  8 9/20 
  12 5/23 
  13 9/23 
  14 7/23 
Torafugu D3L 23 Torafugu  Torafugu Torafugu  
Mafugu LD3 5/9 Mafugu Mafugu Mafugu 




















Fig. 3.1 DNA sequences of GAAAG region from 2 pufferfish and sequence of primers for PCR amplification.
D3L , Torafugu: LD3
Under bar (_) indicates one MS, and red box means 
 
-1 and LD3-2, Mafugu 










 第 3 章では、人工交雑種トラマおよびマトラにおいて、トラフグ由来の反復回数を持つ
MS およびマフグ由来の反復回数を持つ MS の両方が保存されていることが示され、MS 解析
結果と mtDNA による母系種判別結果を組み合わせることによって、両親種を判別できるこ








単一系統トラフグとして、熊本県産養殖 5 個体、秋田県産養殖 5 個体、長崎県産養殖 6 個
体、山口県産養殖 8 個体、産地不明天然トラフグ 2 個体、合計 26 個体を用いた。 
単一系統マフグとして、産地不明の天然マフグ 15 個体、水産総合研究センターから恵与





4-2-2 単一系統および自然交雑種における GAAAG 領域を標的とした PCR 増幅  
  
 PCR は、Multiplex PCR Assay Kit Ver. 2（TaKaRa）を使用し、fms09F-5 と fms09R プライマ
ーペアを用いた。Multiplex PCR Enzyme Mix 0.05 µl、2×Multiplex PCR Buffer 5 µl、fms09F 0.2 
µM、fms09F-5 0.2 µM、fms09R 0.2 µM、DNA 10 ng を含む 10 µl の反応系とした。Touchdown 
PCR 法を採用し、温度条件は、94℃で 30 秒、58℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 2 回、
94℃で 30 秒、57℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 2 回行い、94℃で 30 秒、56℃で 30
秒、72℃で 30 秒のサイクルを 2 回、94℃で 30 秒、55℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを
2 回、94℃で 30 秒、54℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 2 回、94℃で 30 秒、94℃で 30
秒、55℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 30 回とした。 
 PCR 反応終了後、得られた反応液 10 µl を SYBR SafeTM DNA Gel Stain（Invitrogen）入り







 単一系統トラフグ 4個体、マフグ 4個体、自然交雑種 3個体（Natural hybrid No.2 No.19, No.27）
は、fms09F と fms09R プライマーペアを用いて、TaKaRa Ex Taq（TaKaRa）を使用し、第 2
章 2-2-2 に記述した方法で増幅を行った PCR 産物を用いた（Fig. 2.7, レーン 1-4, 5-8, Fig. 4.4, 
レーン 2, 19 および 27）。自然交雑種 1 個体（Natural hybrid No.2）は、fms09F-5 と fms09R プ
ライマーペアを用いて、Multiplex PCR Assay Kit Ver. 2（TaKaRa）を使用し、第 2 章 2-2-2 に
記述したTouchdown PCRと同様の方法で増幅を行った PCR産物を用いた（Fig. 4.3, レーン 1）。 
 人工交雑種におけるマイクロサテライト解析と同様の方法すなわち、第 3 章 3-2-2 PCR 産







  単一系統と推定されたトラフグ 26 個体につき PCR を行った結果、トラフグでは約 200 bp
に PCR 産物が見られたのは 20 個体で、本 MS マーカーの再現性は 76.9％であった（Fig. 4.1, 
レーン 1-8, 11-16, 17, 18, 20および 24-26）。No. 1-5は熊本県産養殖、No. 6-10は秋田県産養殖、
No. 11-16 は長崎県産養殖、No. 17-24 は山口県産養殖、No. 25-26 は天然であり、産地に関わ
らず本 MS 領域の増幅が確認できたが、特に山口県産の養殖トラフグでは約 200 bp の位置と
ともに分子量が小さい位置にもバンドが観察され、他の 3 県に比べてこの本 MS 領域の保存
性は相対的に低い傾向を示した。一方、単一系統と推定されたマフグでは約 120 または 150 bp
に増幅産物が認められた個体は 14 個体で、本 MS マーカーの再現性は 70.0％にとどまった





 単一系統の MS 解析の結果を Table 4.1 に示した。トラフグ 4 個体については 18-23 回、マ
フグ 4 個体については 7-9 回であり、人工交雑種の各反復回数とやや幅はあるものの同様の
結果が確認された。 
 一方、形態学的特徴からトラフグとマフグ間の自然交雑種であると推定された 35 個体にお
いても同様の方法で PCR を行った結果、2 つの異なる分子量の PCR 産物が観察されたのは
17 個体で、全体の 48.5％であった（Fig. 4.3, レーン 1, 3, 4, 6-8, 12, 14, 17, 19, 20-23, 26, 27 お
よび 31-32）。200 bp 付近の近距離にバンドが 2 本見られた個体もあり、MS マーカーの保存
性が低い可能性、マフグにおける GAAAG を含む MS の反復回数が本研究で検出された 5-9
回よりも多い可能性、試料がマフグではない交雑個体である可能性等が原因として考えられ
た。また、バンドが 1 本である自然交雑種は、両親が同一種または、片親由来の DNA がヌ
ルアリルである可能性、またトラフグとマフグ以外のトラフグ属魚種との交雑種であり判別
できない等が原因であると考えられる。 
 次に、PCR 産物電気泳動の結果バンドが 2 本であった自然交雑種 3 個体および 1 本であっ
た 1 個体における MS 解析結果を Table 4.2 に示した。トラフグ由来の DNA を鋳型としたと
推定できる 19-21 回と、マフグ由来の DNA を鋳型としたと推定できる 7-9 回の MS が検出さ
れた。2 個体（No. 1 および No. 27）は母系種判別結果がトラフグであることから父系種はマ
フグ、2 個体（No. 2 および No. 19）は母系種判別結果がマフグであることから父系種はトラ
フグであると判定できた。以上の結果から、トラフグとマフグ間の自然交雑種と推定された
4 個体においては mtDNA 解析と本 MS をマーカーとした両親種判別法の有効性が確認され
た。 
 フォワードプライマーとリバースプライマーに挟まれた MS 以外の塩基配列を比較した結
果、D3L は Fugu v. 5 assembly と一致し、単一系統トラフグおよびマフグも一致したが、LD3




くマフグ種内の変異であると推定された。4 塩基の変異は、本実験で PCR 産物のアガロース
ゲル電気泳動では区別できないことから、移動度で判断する PCR 産物のおよその分子量に大
きな影響はないと考えた。 
 また、先述したように fms09-5F と fms09R のプライマーペアを用いた PCR ではバンドが 1
本だった自然交雑種 No.2 では、fms09F と fms09R のプライマーペアを用いた PCR では 2 本
のバンドが観察された（Fig. 4.4）。これは、この個体の DNA 上の fms09-5F 領域に変異や欠
失があるヌルアリルである可能性が高い。このプライマーより上流にプライマーを設計し、
塩基配列を決定することにより、これを明らかにする必要がある。また一方で、自然交雑種
No.1 では、トラフグ由来と推定された DNA 上の fms09F プライマー塩基配列領域に欠失と
変異があり（Fig. 4.3）ヌルアリルとなっていたため、マフグ由来の DNA 上を標的とした PCR
産物のみバンドを得た（Fig. 4.6）。このように、個体毎に本 MS 領域増幅用プライマー配列
の保存性が異なることから、PCR 増幅の可否があることも示唆された。そのため、今回自然
交雑種 35 個体を対象として用いた fms09F-5 および Fms09R プライマーペアでは約 200 bp お
よび約 150 bp の PCR産物が得られなかった個体についても、プライマーを変更することで、
PCR 産物を得ることができる可能性がある。fms09F-5 より上流および Fms09R プライマーよ












Fig. 4.1 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 












Fig. 4.2 Electrophoretic analysis 
























-5 and fms09R for Torafugu.
 




(4.0% agarose gel) of the amplicons including GAAAG motif 
    Nagasaki
53 
   
including GAAAG motif 
 
 

















Fig. 4.3 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons










Fig. 4.4 Electrophoretic analysis (4.0% agarose gel) of the amplicons 
amplified by PCR using fms09F and fms09R for 4 natural hybrid pufferfish.






























-35, natural hybrid pufferfish estimated
-5 and fms09R for natural hybrid pufferfish.
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 to be consisting of Torafugu and Mafugu
 including GAAAG motif 































Fig. 4.5 DNA sequences of GAAAG region from Torafugu and Mafugu
Torafugu, 1




















8 repeat of Torafugu 1: Mafugu, 9 repeat of Mafugu 1
 DNA sequences of GAAAG region from natural hybrid pufferfish














     Table 4.1 Result of MS analysis and species identification of 8 pufferfish 
Name 
Species identified by 
morphology 
GAAAG repeat 








18, 20, 21 
Torafugu Torafugu Torafugu 
  6 20, 21, 22 
  11 22, 23 




Mafugu Mafugu Mafugu 
  2 7, 8 
  3 8, 9 
  4 9 
 
 
     Table 4.2 Result of MS analysis and species identification of 4 natural hybrid pufferfish 
Name 
Species identified by  
morphology 
GAAAG repeat 











  2 7, 9/21 Mafugu Torafugu 
  19 9/21 Mafugu Torafugu 
  27 8/22 Torafugu Mafugu 
     Slash (/) indicates difference of MS repeat number from different PCR products. 
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第 5 章 総合考察 
 
 
 本研究においては、核 DNA 上の MS に着目し、トラフグとマフグ間の交雑種におけ
る両親種判別法を開発した。まず、トラフグとマフグを判別することができる遺伝子
座を選抜するため、11 個の MS を標的とし、PCR を行った。その結果、トラフグとマ
フグ間で PCR 産物の分子量が異なる MS 領域をマーカーとして選抜することができた。
この MS 領域はトラフグとマフグ間の人工交雑種において 100％保存されおり普遍性
が確認された。また、トラフグでは 26 個体中 20 個体、マフグでは 20 個体中 14 個体、
自然交雑種では 35 個体中 17 個体で本 MS 領域が保存されていた。 
 次に、選抜した MS 領域をシークエンスにより MS 解析を行った結果、人工交雑種
トラマおよびマトラでは、トラフグ由来 DNA の反復回数は 21-23 回、マフグ由来 DNA
の反復回数は 5-9 回であった。人工交雑種トラマの母親であるトラフグが 23 回、父親





自然交雑種 1 個体（Natural hybrid No. 1）のように、MS より上流領域および fms09F プ
ライマー領域に変異がある個体も見られた（Fig. 3.3）。本研究において、GAAAG の
MS を標的とし、非特異的増幅を抑制するため fms09F-5 を設計した。しかし、トラフ
グとマフグ間の自然交雑種と推定された個体の一部では、本 MS を標的とした PCR 増




用いた PCR を行った結果 PCR 産物が得られなかったが、本 MS を標的としたフォワ
ードプライマーFms09F を用いた PCR を行った結果 PCR 産物が得られた個体（Natural 
hybrid No. 2）が存在した（Fig. 4.4, レーン 2）。これらの結果から、どちらのフォワー
ドプライマーを用いても、全個体には適用可能な方法ではないと判断した。このため、
3 種以上の複数プライマーを同時に PCR 反応液に添加することで複数の目的とする
PCR 産物を得ることができる Multiplex PCR 法の検討を行うことで解決できるのでは
ないかと考えられる。 
 










ウス毒性試験の結果有毒個体であった 3 個体について、徐が報告した毒性評価 12)と照
合した（徐が行ったトラフグ類似個体のマウス毒性試験における試料 No. 18 は本研究
における Natural hybrid No. 2、No.28 は Natural hybrid No. 19、No. 4 は Natural hybrid No. 




























 また、本研究において MS 解析と mtDNA 解析による母系種判別を組み合わせ、父系
種を判別できたトラフグ（雌）×マフグ（雄）は、一般的な例と同様に 2 種の中間の






態学的手法ではなく DNA を用いた本種判別法が有効であると考えられる。 
 
 しかしながら、今回用いた MS 遺伝子座の多型により、トラフグとマフグ 2 種間の
種判別は可能であるが、トラフグ属に属する他種フグにおいても判別可能か検討する













mtDNA の RFLP 分析による簡便かつ迅速な種判別法が提案されている 39)。また、トラ
フグとマフグの塩基配列を比較したところ（Fig. 3.1）GAAAG 反復配列に近接した上
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 最後に、生体物質化学研究室の皆様には大変お世話になりました。特に、PCR 法の最適化
およびシークエンス解析について親身にご指導をいただきました桐明絢博士、Acar Caner さ
ん、試料をご恵与いただいた太田晶さん、試料解剖にご助力いただきました徐超香さん、シ
ョウサイフグ類似自然交雑種の種判別にご助力いただきました潘創さんに深く感謝します。 
